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Resumo

A mandioca por apresentar elevados teores energéticos e protéicos tem
sido amplamente utilizada na alimentacdo humana e também de ruminantes.
Ainda, possui propriedades anti-neoplasicas e anti-helminticas. Entretanto, efeitos
toxicos vém sendo registrados em ruminantes e em animais de experimentagéo. O
objetivo deste estudo foi verificar os efeitos toxicos da acetona cianidrina,
metabdlito da linamarina, presente na mandioca, em ratos wistar. Utilizou-se para
este estudo seis grupos com cinco animais cada, os quais receberam 25, 50, 75,
100 e 125 pumol de acetona cianidrina em uma Unica dose oral. O grupo controle
recebeu agua acidificada pH 3,5. Os animais foram observados durante a
administragdo da acetona cianidrina, e durante as 48 horas subsequentes. A
sintomatologia clinica apresentada pelos animais foi observada e registrada.
Também foram dosadas enzimas séricas para avaliacdo das funcdes renal e
hepatica. Por ocasido da necropsia, foram colhidas amostras de tecidos para
exames histopatologicos. Logo ap0s a administracdo da acetona cianidrina, alguns
animais dos grupos G2 (50 pumol), G4 (100 pmol) e G5 (125 umol) apresentaram
sintomatologia nervosa expressa por convulsédo, contragdo muscular involuntaria,
andar cambaleante, incapacidade de coordenagcdo motora, prostracao e midriase.

Todos os animais do G5 e quatro animais do G4 morreram em até sete minutos da
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administracdo da acetona cianidrina. Alguns animais, especialmente do G2, se
recuperaram da fase aguda permanecendo vivos até o final do experimento. As
andlises bioquimicas revelaram que houve comprometimento hepatico. A
histopatologia revelou lesdes severas no encéfalo (edema e degeneracdo) e
figado (degeneracdo hidropica e necrose), além de edema pulmonar. Conclui-se
com o presente trabalho que no modelo murino a acetona cianidrina, embora
apresente efeitos toxicos hepéticos, pulmonares e no sistema nervoso central, em
concentracbes de até 25 pumol/kg de peso vivo, os animais sobrevivem a fase

aguda.

Palavras Chave: neurotéxico, hepatotdxico, cianeto, intoxicacdo aguda, hipoxia

tissular.
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Abstract

The cassava have bea widely used in food and also ruminants feed due it
has high energetic and protein contents. Moreover also shaws anti-neoplasm and
anti-helmintics properties. Otherwise, toxic effects have been reported in ruminants
and in experimentation animals. This study aims to verify, in the Wistar rats, the
toxic effects of the acetone cyanohydrin, a linamarin metabolite present in cassava.
For this study, six groups with five animals each one, were used which received 25,
50, 75. 100 and 125 pumol in a single dose of acetone cyanohydrin. The control
received acidified water pH 3,5. The animals were observed during the acetone
cyanohydrin administration and during the subsequent 48 hs. The clinical
symptomatology presented by animals was evalueted. Serum enzymes were also
measured in order to evaluate renal and hepatic functions. At the necropsy tissue
samples were taken for histopathological examination. Immediately after acetone
cyanohydrin administration, some animals from groups G2 (50 umol), G4 (100
umol) and G5 (125 umol) presented neurological symptomatology such as
convulsion, involuntary muscular contraction, staggering gait, motor coordination
disability, prostration and mydriasis. All the animals of G5 and four animals of G4
died after seven minut after acetone cyanohydrin administration. Some animals,
especially of the G2, recovered from the acute phase, keep alive until the end of

the trial. Biochemical analyzes revealed that there was hepatic destruction.
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Histopathology showed severe encephalo lesions (edema and degeneration) and
in the liver (hydropic degeneration and necrosis), as well pulmonary edema. It
could be concluded with this study that, in the murine model, the animals survive
from the acute phase, although the acetone cyanohydrin caused hepatics,
pulmonary and central nervous system toxic effects in concentrations until 25

umol/Kg bodyweight.

Keywords: neurotoxic, hepatotoxic, cyanid, acute intoxication, tissue hypoxia.



1 Introducao

A mandioca (Manihot esculenta) € o produto mais popular da alimentacao
brasileira desde o inicio da coloniza¢édo. Produto polivalente e que apresenta usos
diversificados. Além do papel que desempenha na alimentagdo popular e na
culinaria nacional, € também utilizada na composi¢cdo dos mais diversos produtos
industriais, constituindo matéria-prima da inddstria:  Alimenticia, téxtil,

farmacéutica, quimica e de racdes para animais.

A mandioca faz parte de um grupo de plantas chamadas cianogénicas. Ela
possui, tanto na parte aérea quanto nas raizes, substancias como a linamarina e o
lotaustralin que, em condicbes de pH neutro ou préximo da neutralidade ou de
destruicdo tecidual da planta, sdo capazes de liberar &cido cianidrico, ou cianeto.
Esse processo envolve uma reacdo enzimatica que converte a linamarina em
acetona cianidrina, por acdo da linamarase, enzima encontrada em todos 0s
tecidos da mandioca. Os seres humanos e muitos animais tém a capacidade de
promover a desintoxicacdo causada por cianeto, pois, COmo a exposicao ao
cianeto é inevitavel, muitos organismos desenvolveram vias que Ihes permitem
fazer a desintoxicacdo deste composto. No entanto, quando a quantidade de
cianeto € superior & capacidade que mecanismos de desintoxicacdo naturais sao

capazes de eliminar, existe a possibilidade de envenenamento por cianeto.

Tanto a linamarina como a acetona cianidrina vem sendo utilizadas, em

ensaios in vitro e in vivo, no controle da proliferacdo de células neoplasicas e no



combate a helmintos gastro-entéricos de ruminates. O grande desafio na utilizacdo
desses compostos cianogénicos esta em se conhecer a dosagem correta para
evitar a intoxicacdo. A literatura apresenta doses letais para linamarina e mesmo
para cianeto livre, mas n&o sao encontradas informacdes para a acetona
cianidrina, para a qual a liberacdo de cianeto ndo depende de acdo enzimatica,
mas apenas de temperatura e pH. Dois projetos vem sendo realizados na
Universidade Catélica Dom Bosco, envolvendo varios alunos de iniciacao
cientifica, um deles objetiva investigar a acdo da acetona cianidrina em células
tumorais de cées e o outro a acdo da acetona cianidrina no combate a helmintos
(Haemonchus contortus) de ovinos, dai a importancia em aprofundar os

conhecimentos acerca dos efeitos toxicos e dosagens seguras.



2 Revisao de literatura

2.1 Utilizag&o da Mandioca

A mandioca é uma cultura antiga, rustica, com baixo custo de implantacdo e
pouco exigente quanto as condicbes de fertilidade do solo. Sua producéo ocorre
durante o ano todo, mesmo em condicbes de baixo investimento tecnoldgico
(Ohara & Cereda, 2006). Seu bom desenvolvimento em solos pobres, bem como a
resisténcia a periodos de seca, tornaram a mandioca um alimento basico para
milhdes de pessoas em paises em desenvolvimento da América Latina e Africa.
Em varios paises, como China e India, ela é matéria prima para as industrias de
amido, alcool e acetona (Lopes, 2001). Embora a cultura da mandioca proporcione
bons lucros a agricultura empresarial, sempre foi tratada como cultura de
subsisténcia devido as qualidades facilitadoras para que o pequeno produtor rural
a produza. Desta maneira pode se tornar fonte de renda e opcdo para a sua
propria alimentagéo, ou como fonte de suplementacédo da alimentagdo de animais
de producdo, em especial os ovinos. De acordo com Silva & Dias (2004) a
mandioca é considerada uma planta forrageira completa, com elevados teores
energéticos na raiz e protéicos na parte aérea, além de conter razoaveis

guantidades de minerais e vitaminas (Ohara & Cereda, 2006).



A mandioca € uma planta cujo cultivo tem-se atribuido um papel social
importante, com mais de 80% da producédo concentrada em estabelecimentos que
utiizam a mé&o-de-obra familiar. No Mato Grosso do Sul, 65,0% da mandioca €&
produzida nas &reas menores que 100 ha, dos quais, 44,8% em areas menores
gue 10 ha. O consumo semanal de mandioca de mesa nesse estado é de cerca de
1,8 kg por familia, sendo 124,2% superior a média de consumo nacional (Otsubo e
Pezarico, 2002). Ainda, a parte aérea da mandioca (ramas e folhas) é um alimento
volumoso que apresenta bom valor nutritivo para os ruminantes, podendo ser
introduzida na dieta dos animais representando uma forma de utilizacdo de

residuos dessa cultura, principalmente aos pequenos produtores rurais.

2.2 A Criacao de Ovinos no Brasil

O Brasil possui um rebanho de aproximadamente 16,7 milhdes de ovinos;
com as maiores concentracdes no Nordeste (10.110.352 cabecas), Sul (4.946.495
cabecas) e Centro-Oeste (1.209.581 cabecas). O Mato Grosso do Sul possui o
maior rebanho da regido Centro-Oeste, com 497.631 cabecas, tendo apresentado
um aumento de 1,6% do rebanho, em relagéo a 2010 (IBGE 2011). A producéo de
ovinos destaca-se por oferecer oportunidades de mercado para os agricultores
familiares, pois necessitam de areas menores que 0 gado para sua manutencao
(Teixeira e Silva, 2007). Ainda, devemos considerar que a sobrevivéncia da
agricultura familiar necessita de modernizacéo e adocao de tecnologias eficientes,
que, se por um lado pode apresentar pequenos investimentos (Teixeira e Silva,
2007), por outro os animais estdo sujeitos a parasitose, o que exige grande

atencao por parte do produtor (Cezar et al. 2008).
2.3 Helmintoses dos Ovinos - Grave Problema Sanitario

Na ovinocultura, a verminose gastrintestinal € o principal problema sanitéario.
A verminose aparece como um problema crénico que leva a perdas na
produtividade tanto de |& como de carne, envolvendo custos com tratamentos e,
em casos extremos, mortalidade de animais, especialmente jovens e fémeas
ovinas no peri-parto. Em alguns casos mais graves e agudos levam o animal a
morte (Jardim, 1974; Hammerberg, 1986).



O frequente surgimento de surtos de verminoses na criacdo de pequenos
ruminantes em diferentes regides brasileiras € o reflexo do modelo inadequado de
controle utilizado pelos produtores como erros no momento e na administracdo, a
persisténcia da utilizagdo de compostos anti-helminticos com o mesmo principio
quimico e a falta de medidas adequadas de manejo. Todos esses fatores,
causados por deficiéncia de informacdes técnicas adequadas que estejam
disponiveis aos pecuaristas, contribuem para um rapido desenvolvimento da

resisténcia anti-helmintica (Cezar et al. 2008).

A resisténcia parasitaria aos medicamentos € uma caracteristica
guantitativa, ela é definida pelos dados numéricos de sensibilidade as drogas ou
dose de ensaios de resposta com diferentes cepas do parasita muitas vezes tendo
diferentes niveis de resisténcia (Coles et al. 2006; Demeler, et al. 2010). Também,
a comunidade técnico-cientifica vem alertando quanto aos residuos de alguns
compostos quimicos eficazes no combate aos helmintos, porém com efeitos
residuais em produtos alimenticios e no meio ambiente (Corwin, 1997; Shaw et al.
1997; Thamsborg et al. 1999; Vercrusse & Dorny, 1999).

Dentre os helmintos, o Haemonchus contortus destaca-se como o de maior
importancia econdmica na criacdo de ovinos, mundialmente. E extremamente
patogénico e com grande capacidade de resistir e adaptar-se as condi¢cbes
climaticas mais diversas (Lindquist et al. 2001) e possui grande capacidade de
desenvolver resisténcia a drogas anti-helminticas convencionais, é a espécie de
helminto que desenvolveu resisténcia mais rapidamente e a espécie na qual a

resisténcia € mais difundida (Kaplan, 2004).
2.4 Utilizagdo da Mandioca como anti-helmintico para ovinos

As propriedades anti-helminticas da mandioca foram observadas por Seng &
Preston (2003) inicialmente com o uso da folhagem de mandioca na alimentagcao
de ovinos. Com esta prética, também foi relatada a reducdo na contagem de ovos
nas fezes (OPG), tanto em caprinos (Seng & Preston, 2003), como em gado

leiteiro e bufalos (Netpana et al. 2001; Granum et al. 2007).



Uma hipbétese a se considerar para explicar o efeito antiparasitario da
mandioca seria a presenca destes glicosideos cianogénicos em todas as partes da
planta (Silva et al. 2011). Resultados de estudos in vitro com extratos de forragem
de mandioca mostraram eficacia nematicida na concentracdo de 0,3 mg/Kg
quando na larva de terceiro estagio do H. contortus, mas esse efeito ndo foi
constatado como ovicida sobre esse nematoide (Lépez et al. 2004).

Apenas uma avaliacdo in vitro dos compostos secundarios isoladamente, em
condicbes controladas, poderia estabelecer quais destes compostos tém acéo
contra helmintos gastrointestinais. Nesse sentido, resultados prévios, ainda nao
publicados, obtidos do projeto de numero 4107 PIBITI/UCDB (ciclo 2012/2013),
determinaram que compostos como a acetona cianidrina tem propriedade
antiparasitaria contra o nematoide H. contortus, resistente as drogas sintéticas
comerciais. Neste trabalho se estabeleceu a dose letal de 50% (DL50) e dose letal
de 98% (DL98) deste composto, relacionando ao peso médio de 100 larvas

infectantes de H. contortus.
2.5 Utilizacdo de compostos da mandioca para fins quimioterapicos

No Brasil, estima-se o surgimento de neoplasias em mais de 500 mil casos
novos por ano. Somente no estado do Mato Grosso do Sul, as estimativas
apontam para a ocorréncia de mais de 8.000 casos novos de cancer em 2015
(Ramalho, 2014).

No conceito mais atual em que compostos sao usados em quimioterapia
devido a acdo mais seletiva e menos agressiva, o cianeto derivado da linamarina
tem sido testado com sucesso. Seu metabdlito a acetona cianidrina, através de
seu equivalente molar de cianeto, foi capaz de promover no tumor ascitico de
Ehrlich uma diminuigdo no numero total de células tumorais, preservando as
células nao-tumorais. Ainda, impediu o desenvolvimento tumoral em 20% dos
animais tratados (Ramalho, 2010). Oxtoby e Hughes (1991) estudaram a estrutura
e interacdes entre linamarina e linamarase, Keresztessy et al. (2001) utilizaram a
linamarina em testes de terapia génica, demonstrando o potencial para o

tratamento do cancer. Kousparou et al. (2002) descreveram um processo baseado



na enzima B-glicosidase em combinagdo com uma “pro-droga” (linamarina) com
producéo de cianeto citotoxico.

A toxicidade do cianeto se deve a sua inibicdo da cadeia respiratoria em
nivel celular, e afeta todas as células do organismo. A destoxificacdo também
ocorre em nivel celular. Neste ponto as células normais se mostraram mais
eficientes que as células neoplasicas. Isto se deve a presenca da enzima
rodanase, que ocorre em maior quantidade nas células normais do que nas
células neoplasicas. Assim as células neoplasicas se tornam alvos do efeito toxico
do cianeto (Ramalho, 2010).

2.6 Metabolismo do Cianeto

Convenciona-se que a atividade da linamarase delimita o inicio da cianogénese
(Ramalho, et al. 2007). A linamarase, que hidrolisa linamarina a acetona cianidrina
(quimicamente conhecida como hydroxisobutironitrile) e glicose, é bem estudada e
caracterizada em diferentes tecidos da mandioca (Ramalho, et al. 2007). A
hydroxisobutironitrile se decompde espontaneamente ou enzimaticamente a
cianeto e acetona através da acdo da HN-liase, enzima purificada e caracterizada

nas folhas de mandioca de cultivares sul americanos (Lopes, 2001) (Figura 1).
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Figura 1: Esquema mostrando a cianogénese a partir degradacdo enzimatica da

linamarina (Lopes, 2001)



A acetona cianidrina € um liquido aquoso, incolor, com odor suave de
améndoas e miscivel em agua. E utilizado comercialmente na fabricacdo de
acrilico (metil poli metacrilato). Acetona cianidrina tem a massa molecular de
85.11, densidade 0,925 a 25 ° C e ponto de fuséo de -19 ° C é capaz de liberacao
espontanea de cianeto sempre que o pH for neutro ou alcalino (Llorens 2004;
Ramalho et al. 2010; Soler-Martin et al. 2010 ).

O cianeto € uma substancia comum no ambiente, e tanto os homens como o0s
animais podem ser expostos a ela por diferentes meios, os quais incluem agua,
plasticos, acrilicos, fumaca de cigarro e plantas cianogénicas. A linamarina e
lotaustralin séo fontes de cianeto conhecidos por estarem presentes na mandioca
(Ramalho et al. 2007).

Os cianetos sdo majoritariamente absorvidos pela mucosa gastrointestinal e
respiratoria, embora também possam ser absorvidos pela pele e mucosa ocular se
houver um contacto prolongado, sendo estes casos mais raros (Alves et al. 2013).
Quando os sais de cianetos séo ingeridos, o baixo pH do estdmago faz liberar
HCN. O HCN é uma molécula com baixo peso molecular e boa solubilidade em
lipideos e em &gua e por essa razdo é rapidamente absorvido, independentemente
da via de exposicdo. No caso da exposicao oral, a absorcdo pode ocorrer em
poucos minutos. A ingestdo leva a elevados niveis de cianeto no figado
relativamente maiores que a inalagdo, mas ambas conduzem a elevados niveis

de cianeto no coracéo, pulmdes e cérebro (Gupta, 2009).

Apdés a absorcdo, o cianeto distribui-se através do sangue por
aproximadamente 40% da superficie corporal total. No sangue, o cianeto, esta na
sua maior parte ligado a proteinas plasmaticas (60%), mas também é transportado
ligado a glébulos vermelhos ou sob a forma de cianeto livre (100x em menor

quantidade que o cianeto transportado nos globulos vermelhos) (Alves et al. 2013).
2.7 Efeitos téxicos de compostos da mandioca

O cianeto difunde-se passivamente do sangue para os tecidos através das
membranas celulares devido a diferengca de concentragdo. Uma vez no interior

das células, o cianeto compromete a fosforilagdo oxidativa, um processo



mitocondrial que utiliza oxigénio para producdo de energia na célula na forma de
ATP (Beasley & Glass, 1998) por inibir a agcdo da enzima citocromo-oxidase a3,
impedindo assim a transferéncia de elétrons do NADH (nicotinamida adenina
nucleotideo) ao oxigénio. Ao nivel de hemécias, a inibicdo do ciclo do &cido
tricarboxilico causado pela inibicdo da citocromo-oxidase, resulta numa elevada
afinidade de ligacdo do cianeto com o ion férrico encontrado na por¢cdo heme da
forma oxidada desta enzima, tornando a hemoglobina incapaz de transportar
oxigénio (Hammel, 2011) (Figura 2). O resultado final é a inibicdo da utilizagdo do
oxigénio pelos tecidos, hipodxia tissular, e rapida deterioracdo das funcdes vitais
(Beasley & Glass; 1998).

substrato . forma forma forma
proveniente NAD reduzida oxidada reduzida H,0
do nutriente
transportador transportador transportador citocromo ¢
1 2 3 oxidase
substrato forma forma forma Folt 1g
. : ; e -
il NADH oxidada reduzida oxidada 2 2

Figura 2: llustracdo esquematica mostrando o mecanismo de a¢do do cianeto em

nivel de fosforilagdo oxidativa.

Alternativamente, as células utilizam a via anaerdbica produzindo elevados
niveis de lactato, resultando em acidose metabdlica (Alves et al. 2013), levando a
alteracdes na membrana celular e desencadeando lesdes reversiveis, que afetam
apenas o citoplasma e irreversiveis quando o nucleo é afetado (figura 3). Assim, o
cianeto diminui significativamente o ATP das células e aumenta grandemente os

niveis séricos de lactato (Beasley & Glass, 1998).
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Figura 3: Esquema ilustrando mecanismos de lesdo celular (Robbins & Cotran,

2010)

O complexo de citocromo-oxidase a3 ndo € a Unica enzima afetada. Outros
mecanismos metabdlicos sdo considerados significativos, particularmente no
envenenamento grave pelo cianeto. Assim, ja se sabe que pode ocorrer
vasoconstricdo arteriolar pulmonar e/ou da artéria coronaria, diminuindo o débito
cardiaco e, em casos extremos, resultando em choque. No entanto, o0s
mecanismos precisos por tras das alteracdes circulatérias ndo foram totalmente

elucidados (Beasley; Glass, 98).

Ainda, o cianeto é considerado uma neurotoxina especifica, responsavel por
promover uma inversdo das concentracdes de Ca'" intra e extracelular, que deve
ser 0,1 umol e 1,3 pmol, respectivamente. Concentracdes elevadas de cianeto
intracelular promovem liberacdo do glutamato mitocondrial armazenado,
mobilizagdo de reservas de calcio intracelulares, e ativagdo dos canais de calcio
voltagem dependentes (receptores N-metil-D-aspartato, NMDA) (Robbins &
Cotran, 2010). Pensa-se que o0 aumento do calcio intracelular ativa a protease que
converte a xantina desidrogenase em xantina oxidase, que na presenca de
oxigénio catalisa a formacao de radicais livres resultando na peroxidacao lipidica
(Robbins & Cotran, 2010). A peroxidacao lipidica acaba por provocar disfuncao

mitocondrial por alterar uma pequena proteina associada a sua membrana
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(citocromo C). Se as células forem as do sistema nervoso central pode resultar em

morte neuronal e neuro-degeneracédo (Couto, 2010).

Também, o aumento excessivo de Ca++ intracelular provoca um esgotamento
de neurotransmissores na fenda sinaptica neuro-muscular, resultando em aumento
na atividade elétrica, o que pode ser um importante fator para os efeitos
neurotéxicos, tais como tremores e convulsdes causadas pelo cianeto (Manzano,
2006).

A metabolizacdo do cianeto ocorre em todas as células humanas normais,
principalmente nas células hepaticas. A desintoxicacdo ocorre através da
combinacéo de cianeto com enxofre (S) para formar tiocianato através de reacdes
catalisadas pela rodanase (Hammel, 2011). O tiocianato formado € menos toxico,

e é eliminado através da urina (Alves et al. 2013).

CN-
I35 tiacianatn
50,04 = ﬂd;nm STN‘ + S50y
Urina

Figura 4: Esquema mostrando metabolismo do cianeto (Alves et al. 2013).

Estudos toxicoldégicos em ratos com linamarina administrada oralmente em
dose de 324,86 +/- 1,5 mg/Kg/peso corporal, ndo resultaram em anoxia de células
do sistema nervoso central (Ramalho et al. 2007). Também, néo foram detectadas

alteracdes significativas nas dosagens bioguimicas.

Outros autores comprovaram que a acetona cianidrina quando aplicada por via
subcutanea em ratos apresenta efeitos agudos, incluindo hiporreflexia, prostracao

ou postura reclinada com hipotonia muscular, depressdo ou movimentos
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superficiais de ventilacdo acelerada, e convulsGes tonico-clénicas dos membros.
Estes efeitos comecaram dentro de um a dois minutos de administracdo, e
duraram 30 a 60 minutos. Efeitos semelhantes foram observados com doses orais
de 235 nmol / Kg (n=2), enquanto que em um rato que foi administrado uma dose

maior (88 umol / Kg), morreu através de convulsdes (Soler-Martin et al. 2010).

Outros experimentos utilizaram Manihot glaziovii como alimento para caprinos
apos diferentes tempos e formas de processamento. Eles mostraram efeitos
toéxicos agudos, com importantes sintomas neuroldgicos atribuidos a glicosideos

cianogénicos presentes na planta (Amorim et al. 2005).
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3 Objetivo

3.1 Objetivo Geral

Verificar os efeitos citotbxicos em diferentes concentracdes de acetona

cianidrina administradas oralmente em ratos wistar.
3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Avaliar manifestacfes clinicas e alteracdes nas concentracdes séricas
da ALT, FA, creatinina e uréia em ratos wistar, apds Unica administracdo oral de
diferentes dosagens de acetona cianidrina;

3.2.2 Avaliar lesdes teciduais através do exame histopatoldgico dos érgaos:
pulmao, rins, figado, coracdo e no sistema nervoso central de ratos wistar, apés

uma Unica administracao oral de diferentes dosagens de acetona cianidrina.
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4 Materiais e métodos

4.1 Local
Os testes de toxicidade foram realizados no setor de patologia do hospital

veterinario da UCDB — Universidade Catdlica Dom Bosco, em Campo Grande —
MS. Foram utilizados ratos wistar recém desmamados com peso variando entre 80
e 160g. Os animais foram obtidos no Biotério da Universidade Catolica Dom Bosco
- UCDB. Durante o periodo experimental, os animais foram mantidos em caixas de
polipropileno retangulares grandes (49 x 34 x 16 mm), forradas com cama de
maravalha, em sala climatizada sob temperatura constante, com ciclo de 12h claro
/ 12h escuro, com ventilacdo apropriada e alimentados com agua natural e racao
(oferecidas “ad libitum”). Todos os procedimentos de manipulagdo seguiram os
principios éticos internacionais de uso de animais para experimento. A pesquisa
foi aprovada pelo Comité de Etica no Uso de Animais — CEUA, sob o protocolo n°
006/2013.

4.2 Teste de Toxicidade

Foi utilizada a acetona cianidrina sintetizada no laboratério Bio Saude da
UCDB, seguindo o roteiro descrito por Cox & Stormont (1935). Para avaliar o grau
de pureza, o cianeto livre da acetona cianidrina sintetizada foi comparado com o
cianeto livre de cianeto de potassio (KCN Marca VETEC com 96% de pureza)
utilizado com padréo. O método foi o descrito por Brito et al (2009). A leitura da cor

foi feita em espectro colorimetro Bel , usando a curva de calibragdo Y= 0.6635. X —
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0.0215, com r’= 0.996, onde Y é o teor de CN e X a leitura de absorbancia em na
faixa de 535 nm. O calculo de cianeto livre comprovou o produto de sintese com

99% de pureza.

Utilizou-se seis grupos com cinco animais cada (Tabela 1). As
concentracbes de acetona cianidrina foram calculadas em fungdo do peso dos
animais de cada grupo, a partir de estudos prévios (Soler-Martin et al. 2010). As
diferentes diluicbes de acetona cianidrina, foram feitas utilizando-se agua
acidificada pH 3,0 a 3,5, esta providencia torna a acetona cianidrina estavel,
evitando a liberacdo do CN- por volatilizacdo quando ela entra em contato com o
meio ambiente (Llorens 2004; Soler-Martin et al. 2010). O experimento teve
duracdo de 48 horas a partir da administracdo de uma dose Unica por via oral de

acetona cianidrina (Tabela 1).

Tabela 1: Doses de acetona cianidrina, em pmol/Kg, mg/kg de peso vivo
administradas para cada grupo de ratos wistar, e os valores equivalentes a CN’

Grupo Peso Dose Dose CN’
Agua acidificada
Controle (-) =280e 100 gr= (pH 3,0 2 3,5)
Grupo 1 2180 e 205 gr < 25 pmol/Kg 2,13 mg/kg 0,65mg/kg
Grupo 2 >2130e 160 gr < 50 umol/Kg 4,25 mg/kg 1,30mg/kg
Grupo 3 2130 e 160 gr < 75 pmol/Kg 6,38 mg/kg 1,95mg/kg
Grupo 4 280e 100 gr= 100 pmol/Kg 8,50 mg/kg 2,6mg/kg
Grupo 5 =280e 100 gr < 125 pmol/Kg 10,63 mg/kg  3,25mg/kg

Cada mol de acetona cianidrina equivale a 85g de acetona cianidrina, ou

ainda, um mol de acetona cianidrina contem 26g de CN" (Brito et al. 2009).

4.3 Sintomatologia Clinica
Os animais foram observados durante a administragdo da acetona
cianidrina, e monitorados durante as 48 horas que duraram os experimentos. A

sintomatologia apresentada pelos animais foi observada e registrada.
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4.4 Patologia

Os animais que vieram a Obito durante este periodo foram necropsiados
imediatamente. Por ocasido da necropsia, foram coletados fragmentos de
coracao, figado, rim e cérebro. Todo material coletado foi fixado em formol a 10%,
para posterior preparacdo das laminas histologicas. Os ratos que sobreviveram
apos o periodo de 48 horas pos-administracdo oral e os ratos do grupo controle
foram eutanasiados, em concordancia com a licenca do CEUA/UCDB (sedacéo
profunda com ketamina e camara de CO,), do Laboratorio de Farmacologia e
Mutagénese da UCDB e passaram pelo mesmo processo de necropsia citado
anteriormente. Para cada um dos grupos tratados, sempre que determinada leséo
foi observada em pelo menos trés dos cinco animais, foi considerado efeito toxico

da concentracgéo utilizada e assim registrada como tal.

4.5 Exames Bioquimicos:

Imediatamente apdés a morte dos animais foram coletadas amostras de
sangue obtidas por puncédo cardiaca. Apoés coagulacdo do sangue foi separado o
soro, este foi encaminhado para analises. Foram dosadas as concentracoes
séricas da ALT, e da FA, para avaliagdo da funcdo hepéatica. Foram dosadas
também a uréia e a creatinina sérica para avaliacdo da fungéo renal. As dosagens
foram feitas pelo “Laboratorio Veterinario Diagndstico”. Foram utilizados kit™®
comerciais Gold Analisa Diagndstico Ltda e o método de analise foi o cinético-

colorimétrico (Mendes & Lopes, 1973)

4.6 Andlise Estatistica

As andlises estatisticas consideraram apenas as dosagens bioguimicas dos
animais que sobreviveram a administracao oral da acetona cianidrina, visto que,
segundo Vasconcelos 2007, estima-se que seja necessario um intervalo minimo
de seis horas entre a ocorréncia do fator desencadeante da lesdo tecidual e a
elevacdo da concentracdo sérica das enzimas hepaticas, bem como dos
marcadores da fungéo renal. Os niveis maximos devem ocorrer em um periodo

aproximado de 48 horas, declinando apés 72 horas (Vasconcelos, 2007).

Os resultados obtidos nas dosagens bioquimicos foram analisados

estatisticamente pelos testes de Mann-Whitney ou pelo Teste t-student né&o
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pareado para comparar as dosagens entre: GCxG1l, GCxG2, GCxG3, GCxG4 e
GCxG5 das variaveis: creatinina, uréia, ALT e FA. E pelo teste de Kruskal-wallis
para comparar as dosagens entre GCxG1xG2xG3xG4xG5 das variaveis
creatinina, uréia, ALT e FA. A analise estatistica foi realizada por meio do pacote
estatistico InStat versdo 3.0 [DATASET.1SD] (1998), considerando um minimo de

significancia de 5%.
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5 Resultados

5.1 Mortalidade ap6s a administracédo oral de acetona cianidrina

ApOs a administracéo da acetona cianidrina, quatro animais do G5 (125 pmol),
e todos os cinco animais do G4 (100 pmol), morreram em um periodo que variou
entre zero e sete minutos (Tabela 2). Um dos animais do G2 (50 umol) morreu
imediatamente apdés a administracdo da acetona cianidrina. Deste modo,
utilizaram-se nas andlises estatisticas as dosagens bioquimicas apenas dos

animais dos grupos G1, G2, G3 e GC.

5.2 Sintomatologia

Um dos animais do G2 (50 umol) apresentou convulsdo e contracéo
muscular involuntaria, estes sintomas apareceram imediatamente apds a
administracdo da acetona cianidrina e cessaram apos 10 minutos. Os demais nao

apresentaram qualquer sintomatologia.

Os cinco animais do G4 (100 umol) que morreram entre um e sete minutos
apos a administracdo oral da acetona cianidrina apresentaram 0s seguintes
sintomas: andar cambaleante, incapacidade de coordenacdo motora, prostragéo e

midriase.

No G5 (125 umol), apenas um animal apresentou sintomatologia expressa
por convulsdo e contracdo muscular involuntaria antes que a morte ocorresse
apos sete minutos. O animal do G5 que sobreviveu até o final do experimento,

apresentou logo ap6s a administragdo da acetona cianidrina, contracdo muscular
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involuntaria, prostracdo, convulsdo e tetania, sintomas que desapareceram apos

40 minutos.

Os animais dos GC, G1 e G3 ndo apresentaram sintomas aparentes e
também n&o ocorreram mortes até o periodo das 48 horas que duraram os testes.
O numero de animais que apresentaram sintomas observados apds a
administracdo de acetona cianidrina, bem como o numero de animais que

morreram encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2: Porcentagem de animais que apresentaram sintomas e porcentagem de

animais mortos em diferentes intervalos de tempo

Sintomas (%) Mortalidade (%)
Grupos Tempo (minutos)
>0e30= >31e60< >0el1s >2e10<
Controle (-) 0 0 0 0
1 (25 pmol) 0 0 0 0
2 (50 pmol) 40 20 0 20
3 (75 pmol) 0 0 0 0
4 (100 pmol) 100 0 0 100
5 (125 pmol) 80 20 60 20

5.3 Dosagens Bioguimicas

A tabela 3 mostra as médias das dosagens obtidas de creatinina, uréia, ALT

e FA e os respectivos desvios padrao.
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Tabela 3: Valores médios com os respectivos desvios padrdo dos resultados das
dosagens de Creatinina, Uréia, Alanina Amino Transferase e Fosfatase Alcalina.

Creatinina Ureia ALT FA
Grupo
---------- mg dL ™ uLt
Controle (-) 0,6+0,1% 37,8+3,6% 121,4+29,0° 100,1+18,72
1 (25 pmol) 0,6+0,1% 35,8+3,9% 143,9+22,0° 137,4+28,6"
2 (50 pmol) 0,5+0,1% 45,1+8,8% 152,0+46,3% 171,2+70,8"
3 (75 umol) 0,5+0,1% 37,9+6,8% 161,9+32,3% 158,1+28,2"

Letras diferentes nas linhas representam diferenca estatistica significativa entre os grupos. ALT:
Alanina Amino Transferase. FA: Fosfatase Alcalina.

As dosagens de FA demonstraram aumento na atividade desta enzima,
sendo a diferenca estatisticamente significativa nos grupos: G1 (25 umol), G2 (50
pumol) e G3 (75 pmol) em comparacdo com o GC apos as 48 horas do
experimento. Nos demais grupos, as analises estatisticas ndo foram feitas, ja que
houve morte de todos animais do G4 e de quatro animais do G5 impossibilitando
as analises estatisticas. JA as dosagens de creatininina, uréia e ALT nao
apresentaram diferenca estatistica significativa entre os grupos G1 (25 umol), G2
(50 umol) e G3 (75 umol) em comparacdo com o GC ap6s as 48 horas do
experimento, também néo foram realizadas analises estatisticas para o0 G4 e G5

devido ao alto indice de mortalidade.

5.4 Achados histopatoldgicos

Nas andlises histopatolégicas foi possivel observar (ver figuras paginas: 23,
24, 25 e 26) tanto aspectos normais com preservacao da arquitetura bem como
alteracdes morfolégicas de intensidade variavel nas amostras teciduais de pulméao
(Fig. 5), rim (Fig. 6), figado (Fig. 7), sistema nervoso central (Fig. 8) e coragéao.
Embora algumas alteragbes tenham sido observadas tanto nos animais dos
grupos controle e tratados (Tabela 4), a intensidade com que elas se

apresentavam no grupo controle era mais leve do que nos demais.
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Tabela 4: Alteracbes histopatoldgicas nos diferentes grupos de animais apos a
administracdo da acetona cianidrina.

PULMAO RIM
Grupos Espessamento Proteina Degeneragdo
Congestdo | Edema | Inflamagdo | Hemorragia | Congestdo
Septo Alveolar Intra-tubular Hidrépica
G1 25 umol X X X X
G2 50umol X X X
G3 75 umol X X X X X
G4 100 pmol X X X X X X X
G5 125 pmol X X X X X X X
GC 4gua acidificada X X X X X
FIGADO CEREBRO CORACAO
Grupos Degeneragdo Alteragbes
Congestdo | Necrose | Inflamagdo Congestdo | Edema | Degeneragdo | Congestdo
Hidrépica Espacgo porta
G1 25 pmol X
G2 50 umol X X
G3 75 pmol X X X X X X
G4 100 umol X X
G5 125 umol X X X X X X X
GC 4gua acidificada X X

X: Alteracdo observada em mais de 50% dos animais do grupo

Ao exame histopatoldgico do GC, observou-se no pulmao, espessamento
de septos alveolares e congestao (fig. 5b). No rim havia proteina intratubular, em
pouca quantidade, congestdo e degeneracdo hidropica. No figado e coracdo e

cérebro dos animais desse grupo havia apenas congestao.

No G1 (25pmol) foi verificado no pulmdo, espessamento de septos
alveolares e congestao (fig. 5b). O rim apresentava-se congesto e com proteina
intratubular. No figado observou-se apenas degeneracdo hidropica dos

hepatécitos. No cérebro e coracdo nédo foram observadas alteracoes.

No pulmdo do G2 (50 pmol) foi observado espessamento de septos
alveolares. No rim dos animais, havia degeneracdo hidropica e proteina
intratubular. No figado e cérebro foi observado apenas congestdo, ndo ocorrendo

qualquer alteracdo no tecido cardiaco.

Os animais do G3 (75 pmol) apresentaram espessamento de septos
alveolares, congestdo e edema no pulmdo. No rim, congestdo e proteina
intratubular. Necrose, congestdo e presenca de células inflamatérias
mononucleares foram observadas no figado. No cérebro observou-se edema e

degeneracéo. No coracéo havia apenas congestao.
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A histopatologia dos animais do G4 (100 pmol) mostrou espessamento de
septo alveolar, congestdo, edema, hemorragia e presenca de reacao inflamatéria
mista no pulm&o. No rim, congestdo e presenca de proteina intratubular. No figado
observou-se congestdo e degeneracdo hidropica. No cérebro havia apenas

congestéo e no coracdo nao foi observado nenhuma alteracéo.

Os animais do G5 (125 pmol) apresentaram ao exame microscopico
alteracbes mais severas do que nos demais grupos. Observou-se no pulméo
espessamento dos septos alveolares, congestédo, edema e reacédo inflamatoria. No
rim, havia congestdo e presenca de proteina intratubular. No figado havia
congestdo, éareas de necrose de coagulacdo, degeneracdo hidropica dos
hepatécitos, reacdo inflamatéria de constituicdo mista e alteracdes no espaco
porta. No cérebro foi observado, degeneracdo neuronal (cromatdélise), congestéo,
edema e desmielinizacdo do cerebelo, observada pela presenca de vacuolos

grandes na substancia branca.
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Figura 5: Fotomicrografia de tecido pulmonar de ratos wistar. (a) Pulm&o normal de um animal do
grupo controle. Notar a espessura fina (setas) e textura delicada dos septos interalveolares (HE,
obj. 4x). (b) Espessamento dos septos interalveolares devido ao aumento da celularidade (setas) e
congestéo leve (ponta de seta) de um animal do grupo cinco (HE, obj. 10x). (c) Reac¢éo inflamatéria
leve (setas) constituida por mononucleares em um animal do grupo cinco (HE, obj. 10x). (d)
Reacdo inflamatéria intensa de constituicdo mista (estrela) em um animal do grupo quatro.
Observar o preenchimento dos espacos alveolares pelas células inflamatérias (HE, 10x). (e)
Edema pulmonar em um animal do grupo cinco. Observar o preenchimento dos alvéolos por
exsutado plasmatico seroso (setas) (HE, obj. 20x). (f) Foco hemorragico leve (seta) no intersticio de
um animal do grupo quatro (HE, obj. 10x).
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Figura 6: Fotomicrografia de tecido renal de ratos wistar. (&) Rim de um animal do grupo controle
sem alteracdes morfolégicas. Observar a auséncia de contetido na luz dos tubulos e epitélio tubular
(ponta de seta) e glomérulos (seta) preservados (HE, obj.4x). (b) Acimulo de cilindros hialinos no
interior dos tdbulos contornados proximais (setas) em um animal do grupo cinco (HE, obj. 4x). (c)
Detalhe da figura anterior. Notar o material réseo intratubular (HE, obj. 40x). (d) Area de congest&o
moderada (setas) em um animal do grupo trés (HE, obj. 4x). (e) Epitélio tubular em degeneracéo
(setas) e alguns tabulos com o epitélio integro (ponta de seta) em um animal do grupo controle
(HE, obj. 10x). (f) Degeneracdo do epitélio tubular em um animal do grupo dois. Observar o
citoplasma vacuolizado e deslocamento lateral de alguns nucleos (setas) (HE, obj. 40x).
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Figura 7: Fotomicrografia de tecido hepatico de ratos wistar. (a) Figado de um animal do grupo
controle sem alteragBes morfologicas. Observar a preservagdo dos hepatdcitos (HE, obj. 40x). (b)
Vacuolizacé@o do citoplasma dos hepatdcitos (setas) e alguns ndcleos em picnose (ponta de seta)
de um animal do grupo cinco (HE, 40x). (c) Reacéo inflamatéria leve de constituicdo mista (setas)
em um animal do grupo trés (HE, 10x). (d) Espago porta de um animal do grupo dois com vaso
linfatico, ducto biliar (ponta de seta) e artéria (seta) normais (HE, 40x). (e) Alteragbes no espaco
porta em um animal do grupo cinco. Observar o acumulo de tecido fibroso (setas) e células
inflamatérias circundando a triade portal (HE, 10x). (f) Alteracdes no espaco porta com fibrose
intensa ao redor do ducto biliar (seta) e intensa congestao (ponta de seta) em um animal do grupo
cinco. Observar a destruicdo macica dos hepatdcitos (estrelas) que deveriam estar circundando
essa regido (HE, obj. 40x).
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Figura 8: Fotomicrografia de tecido do sistema nervoso central de ratos wistar. (a) Cérebro de um
animal do grupo controle sem altera¢cbes morfoldgicas (HE, 4x). (b) Cerebelo de um animal do
grupo dois sem alteracdes morfoldgicas. Observar a arquitetura preservada da camada molecular
(estrelas) (HE, obj. 10x). (c) Espongiose da neuropila (estrela) em um animal do grupo cinco (HE,
obj. 10x). (d) Detalhe da figura anterior. Observar os numerosos vacuolos de diferentes tamanhos
(setas) (HE, obj. 40x). (e) Degeneracéo neuronal (seta) em um animal do grupo cinco (HE, obj.
40x). (f) Congestdo em um animal do grupo cinco (setas) (HE, obj. 10x).
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6 DISCUSSAO

A intensidade das lesbes e dos sintomas provocados pela intoxicacdo do
cianeto é dose-dependente, quanto maior a concentracdo, mais rapidamente é a
morte celular (Gupta, 2009). Isso explica o fato dos animais que receberam doses
elevadas de acetona cianidrina (G5 125 umol e G4 100 pumol) morrerem poucos

minutos apos a administracao.

As mortes observadas neste estudo precederam de sintomatologia nervosa
como incordenacdo, andar cambaleante, prostracdo e midriase. De fato, os
sintomas de intoxicacdo se iniciam poucos minutos ap0s a ingestdo de acetona
cianidrina, e o cianeto, provavel agente toxico final em grandes concentracdes,
afeta o sistema nervoso central, inicialmente estimulando-o e depois deprimindo-o
(Gupta, 2009). A sintomatologia nervosa observada no presente trabalho foi
também observada no trabalho de Soler-Martin (2010) em ratos inoculados
parenteralmente com acetona cianidrina. Em trabalho com intoxicacdo por
cianeto, Alves (2013) também descreve sintomas coincidentes aos observados
neste estudo que incluem periodos de inconsciéncia, em casos severos evoluindo
para coma, convulsdes, edema pulmonar e morte. Além dos sintomas em comum,
Alves (2013) também observou hiperpnéia, em casos mais graves dispnéia,
bradicardia e colapso cardiovascular. Hariharakrishnan et al. (2010) citam que o
efeito do cianeto é mais evidenciado na atividade motora, quando na intoxicacao
aguda. Também Gupta (2009), relata que baixas concentracdes de cianeto podem
produzir sintomas como taquicardia, dispnéia e agitagcdo, enquanto que

concentracbes mais elevadas provocam incordenagéo de movimentos, convulséo,
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dispnéia, disfuncdo cardiaca e respiratéria. Amorim (2005) relatou também
sintomatologia nervosa da intoxicagdo experimental por Manihot glaziovii em

caprinos.

Um dos sintomas mais evidentes apresentados pelos animais deste estudo
foi a convulsao, ela se caracteriza por perda de consciéncia e alteracées no tdnus
muscular, podendo levar a perda do controle dos esfincteres. E causada por uma
descarga energética descontrolada e geralmente temporéria de origem cerebral
(Miller, 2001). Este sintoma também foi descrito por Ribeiro (2012) em aplicacédo
intraperitoneal de acetona cianidrina em diferentes concentracbes em

camundongos.

A convulsdo, juntamente com os sintomas de tetania e contragdes
musculares involuntarias observadas nos animais, provavelmente sdo causados
pela perda da homeostasia associada ao desequilibrio das concentracdes de
calcio intra e extracelular, que como consequéncia final leva as células a um
estado de excitacdo constante (Guyton & Hall 2010). Couto (2010) associa
intoxicagBes por cianeto a elevagdo de calcio intracelular. Esta elevacdo seria
causada pela liberacdo do calcio armazenado no interior do reticulo
endoplasmatico e a incapacidade de carreamento deste calcio através das
bombas de calcio para o meio extracelular, ja que este mecanismo é depende de
gasto de ATP, cuja producao, nas intoxicagdes pelo cianeto, esta comprometida.
Como conseqliéncia acontece uma inversdo das concentracfes de calcio intra e

extra-celular, que se acumula no interior da célula e diminui no exterior.

Sabe-se ainda que doses agudas de cianeto diminui significativamente o
acido gama aminobutirico (GABA) e eleva o glutamato em diferentes regides
cerebrais (Hariharakrishnan et al. 2010). Gaba é o principal neurotransmissor
inibidor no sistema nervoso central dos mamiferos, desempenha um papel
importante na regulacado da excitabilidade neuronal ao longo de todo o sistema
nervoso. Nos seres humanos, o GABA também é diretamente responsavel pela
regulacéo do tdnus muscular (Guyton & Hall 2010). O glutamato, armazenado em
vesiculas nas sinapses, € 0 mais comum neurotransmissor excitatério em

mamiferos. Assim, o quadro de tetania e hiper-exitacdo observados no presente
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estudo podem estar associados a diminuicdo do GABA e a elevacao do glutamato,
provenientes de um desequilibrio do Ca'" intra e extracelular. De fato, é reportado
que o principal 6rgédo afetado por cianeto é o sistema nervoso central (Way, 1984).
Em humanos, a intoxicagcdo por cianeto pode resultar na neurodegeneracéo
seletiva e progressiva no SNC, similar a neuropatologia associada a doenca de
Parkinson (Mills et al. 1999).

A nédo observagéo de aumento sérico da creatinina e da uréia nos diferentes
grupos estudados esta em consonancia com a auséncia de alteracbes teciduais
renais significativas. Entretanto, a taxa de uréia pode estar reduzida na
insuficiéncia hepatica aguda (Oliveira Lima et al. 1985), o que foi observado em
varios individuos nos grupos tratados. Ainda, poderiamos esperar alguma lesédo
renal causada pelo cianeto nos animais estudados, porém, devido a provavel
atividade da rodanase, que também esta presente nos rins, as lesdes observadas
foram de pouca intensidade. Este fato nos leva a deduzir que ali também a
inativacao do cianeto a tiocianato ocorreu de maneira eficiente, em consequéncia,
nao houve a formacdo de radicais livres em quantidades que promoveriam a
superoxidacdo das membranas celulares renais (Aletor, 1993). Assim, como nao
observamos elevacdo nos niveis séricos de uréia e creatinina, e constatamos
danos teciduais renais de intensidade leve, podemos inferir que a superoxidacéo
das membranas celulares renais em consequiéncia da atividade do cianeto néo
afetou de forma significativa as fungbes renais, ja que a sindrome urémica
sistémica ocorre somente quando ha comprometimento de mais de 50% da funcéo
renal (Souza, 2004). Os valores obtidos neste estudo para uréia e creatinina foram
semelhantes aos obtidos por Sousa (2004), cujo estudo ndo demonstrou diferenca
significativa dos niveis séricos de uréia e creatinina de ratos tratados cronicamente
com cianeto, mas diferem dos resultados de Manzano (2006) que estudou os
niveis de uréia e creatinina em porcos apos exposicdo crbnica a cianeto e
encontrou diferengas significativas nos niveis séricos destas substancias no

plasma dos animais estudados.

N&o observamos elevacao significativa nas dosagens séricas de ALT por
que sua elevacdo € descrita em hepatites com evolugcdo crbnica, e processos

cirroticos etilicos e biliares, nas hepatites ativas, nos canceres secundarios ou
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primarios do figado e na colestase (Kamoun, 1989). Entretanto, os valores obtidos
para a atividade de ALT neste estudo apresentaram uma discreta elevacao entre
0s grupos estudados. Esta elevacao foi maior a medida que as doses de acetona
cianidrina foram também maiores, entretanto ndo o suficiente para demonstrar
diferenca significativa entre os grupos testados e grupo controle. Nossos
resultados da ALT sédo compativeis com os obtidos por Sousa (2004), que estudou
efeitos toxicos do cianeto em ratas em periodo pré-natal. Porem, os valores de
ALT registrados aqui, sdo maiores que os valores de referencia (51 U L™) sugerido
por Dantas (2006) como parametro normal para ratos wistar saudaveis de
laboratorio. A diferenca entre os resultados obtidos neste estudo e os valores de
referéncia sugeridos por Dantas (2006), pode ser atribuida a diferenca entre as
técnicas usadas na dosagem da atividade enzimatica utilizadas em cada estudo,
pois Duncan & Prasse (1982) salientam que diferentes métodos utilizados para a
realizacdo de testes enzimaticos variam, fornecendo valores muitas vezes
discrepantes. Por isso a comparacdo com outros estudos, mesmo quando a
unidade utilizada for a mesma, sé sera vélida se os mesmos substratos, pH e
temperatura de reacdo forem usados. Também, Haldelman & Blue (1993)
observaram que a metodologia aplicada sempre interfere com os resultados
laboratoriais. Lillie (1996) relataram ainda, que os resultados s6 podem ser
generalizados em determinadas condi¢des especificas de estudo, com a mesma
linhagem de ratos, idade e dieta, assim como a metodologia, que poderiam
interferir nos resultados (Dantas et al. 2006).

No G5, que recebeu 125 pmol de acetona cianidrina por via oral, os valores
séricos médios de ALT encontrados ndo se elevaram como os demais grupos. Isto
ocorreu por gue neste grupo, quatro animais morreram imediatamente apés a
administracdo de acetona cianidrina. Com a coleta pds-morte imediata do sangue
para dosagem enzimatica, ndo houve o intervalo de tempo necessario para que a
elevacdo da atividade enzimatica ocorresse. De fato, salientado por Vasconcelos
(2007) em humanos, é esperado um aumento da atividade ALT apos seis horas

decorridas da injuria que leva a lesao tecidual.

A elevacao significativa da FA nos grupos que receberam 25, 50 e 75 pmol

de acetona cianidrina sugere lesdo hepatica. Este grupo de enzimas & um
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indicador amplamente utilizado na avaliacdo hepato-biliar, e seus niveis elevados
freqientemente estédo relacionados a lise dos hepatécitos (Renner & Dallenbach,
1992). E necessario destacar que os animais que receberam 100 e 125 pmol
morreram apé6s a administracdo de acetona cianidrina, nestes casos € razoavel
supor que ndo houve tempo suficiente para que a elevacdo da FA sérica
ocorresse. SA0 escassos na literatura trabalhos que avaliem alteracéo da FA apos
administragdo de acetona cianidrina. Valores alterados para a FA foram
encontrados em ratos expostos cronicamente a diferentes doses de fluor, que
apresentaram lesdes hepéticas (Fernandes et al. 2011).

Os sintomas respiratérios, locomotores e neurologicos observados no
presente estudo, bem como as lesdes teciduais hepaticas, pulmonares e do SNC,
provavelmente estdo associados a fatores bioquimicos celulares decorrentes da
presenca de elevadas concentracfes de cianeto: (i) incapacidade da hemoglobina
de carrear O, devido a afinidade do cianeto com o ion férrico da por¢cdo heme,
levando a uma hipdxia tissular; (i) choque por acidose metabdlica causada por
elevadas concentracfes de lactato resultante da incapacidade celular em utilizar
energia através do acido tricarboxilico devido a inativacdo da enzima citocromo-
oxidase a3 (Alves et al. 2013); (iii) descompensacio nas concentracdes de Ca™"

intra e extra-celular resultando na peroxidacéo lipidica.

No encéfalo, as acdes téxicas do cianeto aparecem mais pronunciadas.
Este fato ocorre provavelmente pela baixa capacidade deste tecido em obter
energia pela via anaerodbica, alta demanda energética e pequena quantidade de
reserva de energia existente (Johnson et al. 1987; Brierly et al. 1976; Yamamoto,
1989). Além disso, ja se conhece a capacidade de altas doses de cianeto em: a)
esgotar a dopamina e o acido gama-aminobutirico (GABA), b) elevar o glutamato
em varias regides do cérebro, c) causar hiperamoniemia e d) aumentar
concentracbes de aminoacidos aroméaticos neutros, causando encefalopatia e
levando a perda da consciéncia (Yamamoto, 1990). Persson (1985) encontrou
também niveis baixos de GABA causado pelo cianeto em cérebro de ratos.

Os exames histopatolégicos dos animais dos grupos tratados com acetona

cianidrina revelaram lesfes importantes como degeneracdo e necrose hepdtica, e
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degeneracéo, congestdo, edema no encéfalo, proteina intratubular renal e edema
pulmonar. As alteracfes teciduais leves nos animais do GC provavelmente
estariam associadas a forma de manejo (ambiente e alimentagdo), bem como a

forma de eutanasia pelo CO..

As reacdes inflamatérias observadas no parénquima pulmonar e hepatico
dos animais dos grupos trés, quatro e cinco podem ser associadas ao dano
tecidual. A inflamagé&o, um processo biolégico complexo que envolve componentes
vasculares e celulares, tem como finalidade remover o estimulo lesivo e iniciar a
recuperacdo tecidual local. No caso da degeneracdo e necrose por agente
quimico, o resultado do catabolismo celular atuam como estimulos irritantes
atraindo células inflamatorias. Ainda, a resposta inflamatéria a um estimulo agudo,
como na intoxicagao registrada no presente estudo, evolui a partir de uma fase
vascular que tem inicio imediatamente apds o dano e envolve basicamente a
microcirculacdo. Realmente, apdés uma agressdo ocorre vasodilatacdo local e
recrutamento da maioria dos capilares da rede, seguida de aumento da
permeabilidade capilar. O aumento imediato da perfusdo tecidual e da
permeabilidade é mediado por aminas vasoativas, histamina e serotonina, que sao
liberadas por mastécitos e mondcitos minutos apés a agressao. Inicialmente, saem
do leito capilar eletrélitos e pequenas moléculas, constituindo o transudato
posteriormente saem também moléculas maiores como albumina e fibrinogénio,
constituindo um exudato. A saida de proteinas para o espaco extravascular é
acompanhada de saida de agua, levando a marginalizacdo dos leucdcitos, que
passam a circular junto ao endotélio. Esses fenbmenos vasculares e celulares
explicariam a hemorragia, a congestdo e o edema observados, principalmente no
parénquima pulmonar e hepatico dos animais dos grupos trés, quatro e cinco
(Robbins & Cotran, 2010).

Os efeitos tissulares observados nesse estudo podem estar associados a
perda da homeostasia do calcio nos meios intracelular (que deve ser 0,1 umol) e
extracelular (1,3 umol). De fato, as alteracbes citomorfolégicas da lesao celular
irreversivel incluem: lesdo da membrana plasmatica, influxo de calcio na célula,
tumefagdo e vacuolizacdo mitocondrial, densidades amorfas nas mitocondrias e

tumefacdo lisossomal (McGavin e Zachary, 2009). O aumento do calcio
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intracelular leva a formacéo de radicais livres resultando em peroxidacéao lipidica,
disfuncdo mitocondrial, e lesdes celulares muitas vezes irreversiveis. Esse
fenbmeno poderia ser a causa da desmielinizagdo obsevada no cerebelo nos

animais do G5.

O acumulo de calcio intracelular, a producdo de radicais livres, e
consequente formacado de espécies reativas de oxigénio causa um processo de
estress oxidativo, que estd relacionado com lesdes celulares que incluem (@)
peroxidagdo lipidica de membranas, pois na presenca de O,, os radicais livres
causam peroxidacdo dos lipidios dentro das membranas citoplasmaticas e das
organelas, podendo levar a lesBes extensas nestas membranas; (b) modificacdo
oxidativa das proteinas que leva a modificacdo na conformacédo estrutural das
proteinas com consequente lesdo dos seus sitios ativos e perda de suas funcdes
no caso de enzimas; (c) lesdo do DNA, pois os radicais livres sdo capazes de
quebrar os filamentos Unicos e duplos do DNA, isto implica no envelhecimento

celular e na transformacéo maligna de células (Robbins & Cotran 2010).

O provavel causador da lesdo nas membranas mitocondriais € o cianeto, ja
que € descrito que elevadas concentracdes de cianeto intracelular promove
aumento da permeabilidade da membrana ao célcio. O calcio, que normalmente
esta acumulado na mitocondria e no reticulo endoplasmaético, € entdo liberado e se
acumula no interior da célula. Concomitantemente, o aumento de calcio
intracelular também estd associado a uma disfuncdo dos canais de calcio da
membrana celular, j& que o transporte do célcio para fora da célula se da por
transporte ativo e consequente consumo de ATP e a producdo de energia se
encontra comprometida. Assim, o acumulo de célcio ativa enzimas com efeitos
prejudiciais as células, estas enzimas incluem as fosfolipases (que lesam as
membranas), as proteases (que clivam as proteinas de membrana e
citoesqueleto), endonucleases (responsaveis pela fragmentacdo da cromatina e do
DNA) e as ATPases (que contribuem para a deplecéo de ATP) (Robbins & Cotran
2010).
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7 Conclusoes

No modelo murino, a acetona cianidrina possui efeitos agudos hepato-
téxicos, pulmonares e no sistema nervoso central, e em concentracdes de até 25

pmol/kg de peso vivo os animais sobrevivem a fase aguda.
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